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論文 内 容 の要 旨
は じめに
地球規模での円滑な物 質循環 が行われ るためには、地球表層 に広 く棲息す る環境細菌 の様々な機 能が不可
欠で あるが、 これ らの細菌が生態系で適応 ・生存す る分子機構 については、ほ とん ど解明 されていない。す
なわ ち、 これまでの細菌の研 究は、主に医学的に重要な病原細菌 を対象 に行われてお り、環境細菌の実際の
環境 中での 「生き様」に関する研究はほ どん ど行われ てこなかった。 ヒ トの体内等の比較的安定 した環境 を
住処 とす る細菌 とは異な り、土壌等の環境条件 が多様 に変動す る場を住処 とす る細菌 は、それぞれの環境に
適応す るために、独 自の適応機構 を進化 させ ていると考 えられ る。 実際、環境細菌のゲノムはサイズが一般
に大きく、機能未知遺伝子や発現制御遺伝子を多 く有 していることが明 らかになっている。
そ こで本研究では、土壌細菌の環境適応機構 の解 明を 目的 として、ゲノム配列が明 らかで、多様 な物質代
謝能 を有す る土壌細菌Burkh・ノdθriamu7tivoiransATCCl7616株を材料に、本菌の多面的な環境応答 に必要
な鉄獲得 系包括 的発現制御因子Fur(ferricuptakeregulator)を介 した遺伝子発現制御の解析 を行 った。具
体的には、第1章 では、fur遺伝子の完全破壊株 を取得 し、その表現型 を解析 した。第2章 及び3章 では、Fur
を介 した遺伝子発現制御系を明らかにするために、Furが直接結合 して制御す る遺伝子の取得 と解析、及びマ
イクロア レイ解析 を利用 したFurレギュ ロンの網羅的な同定を行った。 さらに、第4章 では、第1章 で明 ら
かになったFurとNitricoxide(NO)感受性 の関連について詳細な解析 を行った。
第1章fur遺 伝 子完全欠損株 の取得 と解析
Burkholdθria属細菌で初めてfur遺伝子完全欠損株 の取得に成功 した。近縁種であるB.pseudoma77θiに
おいては、furは完全欠損株が取得で きない必須遺伝子であ り、系統的に近縁 な細菌群で もfUTが必須である
菌種 と必須でない菌種が存在することが明 らかになった。ATCCl7616株のfur遺伝子欠損株のDFI株は、鉄
の取 り込みに関わ る低分子キ レー ターであ るシデ ロフォア と呼ばれる分子を、鉄の有無 にかかわ らず恒常的
に産生 していた。また、鉄硫黄 クラスター生合成遺伝子の転写抑制因子をコー ドす るノ∬泥が構成的に発現 し、
細胞 内にはタンパク質に取 り込まれない遊離鉄が野生株 よりも多 く存在 してい ることが明 らかになった。 こ
れ らの結果か ら、DFI株では細胞内鉄の恒常性 が失われ ていることが示 された。 さらに、DF1株は多 くの炭素
源 に対する資化能 を失 い、活1生酸素種であるHydrogenPeroxide(H202)や7舌性窒素種で あるNitricoxide(NO)
に対する感受性が増加 した。このことから、Furが鉄の恒常性維持のみな らず、鉄 とは直接関係ないス トレス
応答能や代謝能 にも必要であることが明 らかになった。DFI株は、発酵代謝可能 な炭素源 に対す る代謝能 を失




上記の表現型を引き起こす原因を遺伝子発現 レベルで明 らかにす るた めに、Furによって制御 され る遺伝子
群の網羅的 同定を試みた。 まず、大腸菌内でFur結合塩基配列 を同定す るFurtitrationassay(FURTA)の遺
伝学的検 出系を利用 して、Furが転写を直接 的に制御す る13遺伝子 を同定 した。さらに、定量的逆転写RT-PCR
によってFurが全ての遺伝子の転写 を抑制す ること、精製Furを用いたゲルシフ トア ッセイによってFurが
これ らの遺伝子のプロモー ター領域 に結合す ることを示 した。 この うち、9つは鉄獲得系遺伝子群であ り、2
つはRNAポリメラーゼのECF(extracytoplasmicfunction)シグマ因子をコー ドす る遺伝子 であった。ECFシ
グマ因子をコー ドす るorbSは本菌のシデ ロフォア産生に必須であった。DFI株では、OTbSが恒常的に発現 し
ていることによって、鉄の有無にかかわ らず シデ ロフォアが恒常的に産生 されていることが強 く示唆 された。
また、取得遺伝子の中には、鉄貯蔵 タンパク質バクテ リオ フェ リチンか ら鉄 を細胞 内に放 出させ るBfdの構
造遺伝子が含 まれていた。DFI株では、Bfdが鉄貯蔵 タンパ ク質か ら常に鉄 を放 出させているために、細胞 内
遊離鉄が多 くなった と考え られた。
第3章 マイクロア レイ解析 によるFurレギュロンの同定
マイクロア レイ解析によ り、野生株 とDFl株の転写プロファイル を比較 した結果、DFl株で転写量が2倍 以
上(Pvalue〈O.05)増加 した遺伝子は105遺伝子、転写量が2倍 以上(Pvalue〈O.05)減少 した遺伝子は4遺
伝 子、1.5倍以上2倍 未満減少 した遺伝子 は72遺伝子 であった。転写量が増加 した遺伝子の中には、FURTA
で同定 した遺伝子 のほかに、Rp。N、HfqやH-NS等の遺伝子発現制御 に関わると予想 され る遺伝子が含 まれて
いた。このこ とか ら、Furはこれ らの制御遺伝子 を介 した複雑 な遺伝子発現制御ネ ッ トワー クを有することが
明 らかになった。一方、転写量が減少 した遺伝 子群 には基礎代謝や活性酸素種除去 に関わる遺伝子群が含 ま
れ てお り、DF1株が炭素源 資化能 を失い、活性酸素種 に高い感 受性 を示す原因が、これ ら遺伝子群の転写量減
少 によることが示 された。
第4章FurとNO感 受性 に関す る解析
fur欠損株 がNOに高い感受性を示す現象 は大腸菌で も報告 されているが、その分子機構 は全 くの未解 明で
あった。また、本菌のマイ クロアレイ解析か らもその原因解明の手がか りは得 られなかった。ATCC17616株
におけるNO解毒遺伝子hm)oA1を同定 し、その発現制御系の解析を行 った結果、hmpA1の発現がFurによって
おそ らく間接 的に活性化 され ることを見いだ した。大腸菌や サルモネ ラ菌ではFurはhmpAの発現 を抑制する
ことが知 られ てお り、これ らの細菌 とは異なる発現制御機構が存在することが明 らかになった。
さらに、NOに感受性 を示 さなくなったDF1株のサプ レッサー突然変異株sof株(suppressorof△fur)を
取得 して、その性状を解析 した。そ の結果 、sef株はNO感受性だけでな く、活性酸素種 に対す る感受性や コ
ハ ク酸 とクエ ン酸に対す る資化能 も野生株 レベル に回復 してお り、NO感受性 、活性 酸素種感受性及び炭素源
資化能 が密接 に関係 していることが明 らかになった。sof株において、NO解毒 に関わ るhmpA1や活性酸素除
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去に関わ るsodBの発現量はDFl株と変 わ らなかったが、DFl株で野生株 のO.4倍に低下 していたクエン酸資
化に関わ るTCAサイクル酵素群のアコニターゼの活性 が野生株 レベル に回復 していた。 さらに、ア コニター
ゼ遺伝子破壊株はNOに対 して高い感受性 を示 した。ア コニターゼは、NOのターゲ ッ トとなる鉄硫黄クラス タ
ー を保持 してい ることか ら、sof株では、NOや活性酸素種のターゲ ッ ト酵素 をコー ドする遺伝子に変異が生
じ、NOに非感受性 になったことが考え られた。以上の結果か ら、DF1株がNOに 高感 受性になったのは、NO
のターゲ ッ ト酵素 の活性減少によって引 き起 こされた ことが示唆 された。
まとめ
以上、本研 究によって、ATCC17616株のFurの機能的多面性 とFurによる遺伝子発現ネ ットワークの全体
像 を提示す ることがで きた。その中で、表現型 と遺伝子発現 レベルで、他 の細菌 とは異なるユニークな特徴
を発見 し、モデル生物を利用 した研究のみならず、実際に対象 とす る環境 から単離 した細菌を用いた研 究が
極 めて重要であることを示 した。 さらに、fur欠損株 とNO感受性 との関係性については、大腸菌の トランス
クリプ トー ム解析か らは理解す ることができないままだったが、ATCC17616株の解析か ら、炭素源資化能や活
性酸素種感受性 が密接 に関与 してい るとい う、新たな知見 を示 した。 このことか ら、近年主流 となっている
トランスク リプ トー ム解析やプロテオー ム解析等 に代表 される 「トップダウン的解析」だけでなく、突然変
異導入法や活性測定等の"古 典的"な 「ボ トムア ップ的解析 」を組み合わせた解析の有効性 も示す ことがで
きた。また、真核 生物は、病原細菌の細胞 内への侵入 を妨 げるためにNOを利用 している。そのため、本成果
は環境細菌の適応機構に関す る新 たな知見であることに加 え、医学細菌学的にも非常に重要な知見 と言える。
今後 は、Furを介 した遺伝 子発現制御 系の さらに詳細 な階層性 を解明す るとともに、本菌及びそのFurが、
実際の生息環境で ある土壌中で、 どのよ うに振 る舞 うかに着 目した研究 を行 うことが必要である。実際、 当
研究室 により、本菌のFurが土壌環境への適応 に重要 な役害IJを果 た していることが、徐 々に明 らかになってき
ている。 このよ うな実際の環境 中(invivo)での振 る舞いに着 目した研究成果 と、本研究のよ うな実験室系
(invitro>での研究成果を突 き合わせ ることによって、「微生物が実際の環境 中で、どのよ うな機構を利用 し
て何 を してい るのか」 とい った根源的な謎 が解明できよう。
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論文審査結果の要旨
地球規模での円滑な物質循環が行 われるためには、地球表層 に広 く棲息す る環境細菌の様々な機 能が
不可欠であるが、これ らの細菌が生態系で適応 ・生存す る分子機構 については、ほ とん ど解明 されてい
ない。すなわち、 これ までの細菌の研究は、主に医学的に重要な病原細菌 を対象に行われてお り、環境
細菌 の解析は遅れていた。 ヒ トの体内等の比較的安定 した環境 を住処 とす る細菌 とは異な り、土壌等の
環境条件が多様に変動する場を住処 とする細菌は、それぞれの環境に適応するために、独 自の適応機 構
を進化 させてい ると考え られる。実際、環境細菌のゲノムはサイズが一般 に大き く、機能未知遺伝子や
発現制御遺伝子を多 く有 していることが明らかになっている。そこで本研 究では、土壌細菌の環境適応
機構 の解 明 を 目的 と して 、全 ゲ ノム塩基 配 列が 明 らか で、 多様 な物 質代謝 能 を有 す る土壌 細 菌
BurkholderiamultivoransATCC17616株を材料に、本菌の多面的な環境応答に必要であることが示唆 され
ていた鉄獲得系包括的発現制御因子Fur(fenicuptakeregulator)を介 した遺伝子発現制御 の解析 を行 っ
た。
まず、ル厂遺伝子完全欠損株 を取得 し、Furが多 くの炭素源 を利用 した生育能に必要であること、多様
なス トレスに対する適応 に必要である、 とい うこれ まで報告 のない特徴的な表現型 に関与することを明
らかに した。 このことによって、本菌に特徴的なFurを介 した遺伝子発現制御機構 を解明す るための基
盤 を構築 することができた。また、FURTA(Furtitrationassay)法及びマイ クロア レイ解析 の2つ のアプ ロ
ーチによってFurが制御する遺伝子群 を明 らかに した。 さらに、モデル細菌を用いた トランスクリプ ト
ーム解析でも明 らかにされていなかった、fur欠損株がNO(nitricoxide)に高い感受性を示す機構に関 し
て、炭素源資化能や活 性酸素感受性が密接に関与す るとい う新規かつ重要な知見 を提示 した。 この こと
によって、漁厂欠損に よって引き起 こされ た多様な表現型 を支配す る新規因子を同定できる可能性 があ
る。
本研 究によって、土壌細菌におけるFurの機能的多面性 とFurを介 した遺伝子発現ネ ッ トワー クの全
体像 を提示 した。 また、 当研究室 においてFurが実際の土壌環境 中での生育に重要な役割 を果た してい
ることを明 らかに してお り、本成果は実験室系 と実際の 自然環境系の研究をつな ぐ重要な基盤情報 でも
ある。
本研 究 の成 果 は、論文提 出者 が 自立 して研 究活動 を行 うに必要 な高度 の研 究能力 と学識 を有す
る ことを示 してお り、湯原悟 志氏提 出の論 文は,博 士(生 命 科学)の 博士論 文 として合格 と認 め
る。
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